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Method for treating crystals with a solution 
containing molecular species of molecular weight 
below 500 Da comprises: - (a) fixing the crystal in 
a holder; and - (b) applying microdrops of liquid 
to it. - Independent claims are included for: - (1) a 
method for determining the crystallographic 
structure of a complex of a protein and another 
molecular species in which the above process is 
carried out, the crystal is irradiated with X-rays or 
radiation from a synchrotron and a diffraction 
image of the crystal is produced; and - (2) a 
method for identifying molecules which bond to a 
crystalline protein by carrying out the two 
previous processes , producing diffraction images 
at different points in time and comparing them. 
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(54)Bezeichnung: Vorrichtung und Verfahren zum Behandeln von Kristallen 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrich- 
tung zum Behandeln eines Kristalls mit einer Flussigkeit mit 
einer Halterung zur Befestigung des Kristalls und einem Mi- 
krodosiersystem, das im Verhaltnis zur Halterung so ange- 
ordnet ist, daft damit Mikro-Tropfen der Flussigkeit auf den 
in der Halterung befestigten Kristall aufgebracht werden 
konnen. Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Be- 
handeln eines Kristalls mit einer Flussigkeit, bei dem der 
Kristall befestigt wird und Mikro-Tropfen der Flussigkeit auf 
den Kristall aufgebracht werden. Die Erfindung eignet sich 
insbesondere zur schonenden Behandlung von Protein- 
kristallen mit bestimmten Substanzen. So konnen z. B. Li- 
ganden oder Inhibitoren, die sich in der Flussigkeit befin- 
den, mittels einer Piezopipette auf den Kristall aufgebracht 
werden. Vorzugsweise befindet sich der Kristall dabei in ei- 
ner definierten Gasatmosphare, der ein verdampfter L6- 
sungsvermittler fur den Liganden Oder Inhibitor beige- 
mischt sein kann. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung und ein Verfahren zum Behandeln eines 
Kristalls mit einer Flussigkeit und insbesondere auf eine Vorrichtung und ein Verfahren zum Einbringen von 
Liganden und/oder Inhibitoren in eine Proteinkristallstruktur. 

[0002] In der Proteinkristallographie kommt es haufig vor, daft vor der kristallographischen Messung Ligan- 
den oder Inhibitoren in eine Proteinstruktur bzw. einen Proteinkristall eingebracht werden solleh. Ziel ist es da- 
bei, die kristallographische Struktur eines Proteins ohne und mit Ligand oder Inhibitor zu vergleichen und die 
raumliche Anordnung des Liganden oder Proteins zu ermitteln. Liganden konnen hierbei alle an eine Protein 
oder Polypeptid bindenden Molekule oder Substanzen sein, die bspw. inhibitorische Wirkung oder auch ago- 
nistische Wirkung auf die Funktion des Proteins haben konnen. Ggf. konnen Liganden organisch-chemische 
Molekule sein oder auch (modifizierte) Antikorper oder Antikorperfragmente, native Bindungspartner oder 
Fragmente, ggf. modifiziert, vom kristallisierten Protein. Weiterhin werden regelmaftig auch Schwermetalla- 
tom-Derivate in der Kristallographie benotigt, urn die entsprechende Phaseninformationen zu erhalten. Ein Li- 
gand i.S. der vorliegenden Erfindung kann daher auch ein an das kristallisierte Protein bindendes Schwerme- 
tallatom(salz) 

[0003] Ein im Stand der Technik bekanntes Verfahren zum Einbringen von Liganden, bspw. Inhibitoren, ist das 
sogenannte ..Soaking" mit einem Puffer, der aus der Kristallisationslosung sowie dem Liganden besteht Falls 
ein in den Kristall zu „soakender" Ligand schlecht oder nur schwerioslich sind, konnen dem Puffer zur Erho- 
hung der Loslichkeit desselben weitere Substanzen als Loslichkeitsverbesserer zugesetzt werden. Beispiels- 
weise kann es sich um Losungsmittel wie DMSO (Dimethylsulfoxid), TFE, Ethanol, 2-Nitropropan oder andere 
organische Losungsmittel, insbesondere chlorierte Losungsmittel, ggf. auch Emulgatoren handeln. 

[0004] Das „Soaking"-Verfahren besitzt verschiedene Nachteile. So besteht ein Nachteil darin, daR die Kris- 
talle beim „Soaking" einer anderen Umgebung ausgesetzt werden mussen, wodurch der Kristall Schaden er- 
leiden kann, d.h. insbesondere, dass die Mikrostrukturdes Kristalls nach dem „Soaking" Unregelmaftigkeiten 
aufweist, die das Diffraktionsvermogen des Kristalls beeintrachtigen. Sollen z.B. schwerlosliche Inhibitoren 
oder Liganden in die Proteinkristallstruktur eingebracht werden, so benotigt man sehr hohe Konzentrationen 
an Losungsmittel. Gerade hohe Losungsmittelkonzentrationen fuhren aber haufig zur Zerstorung der fragilen 
Proteinkristalle, wie zuvor erwahnt. 

[0005] Daruber hinaus besteht ein weiterer Nachteil des herkommlichen „Soaking"-Verfahrens in dem hohen 
Zeitaufwand des Verfahrens. Dieser ist zum einen durch die unter Umstanden zahlreichen (repetitiven) „Soa- 
king"-Prozesse bedingt, die, ggf. unter Veranderung der Konzentrationsverhaltnisse des zu „soakenden" Li- 
ganden durchlaufen werden mussen, um uberhaupt eine geeignete, die Liganden oder Inhibitoren enthaltehde, 
also komplexierte Proteinkristallstruktur (Cokristall) zu erhalten, und zum anderen dadurch, daft bereits ein ein- 
zelner Soaking-Prozed bereits sehr zeitaufwendig sein kann, da bspw. die Diffusionskinetik beachtet werden 
mufi. 

[0006] Ein weiterer Nachteil des M Soaking"-Verfahrens besteht darin, dafl rontgenkristallographische Unter- 
suchungen oder Untersuchungen des Proteinkristalls mit Synchrotronstrahlung wahrend des „Soaking"-Ver- 
fahrens technisch nicht moglich sind. 

Aufgabenstellung 

[0007] Die Aufgabe der Erfindung besteht nun darin, eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Behandlung ei- 
nes Kristalls mit einer Substanz zu schaffen, die im Vergleich zu bisherigen Vorrichtungen und Verfahren unter 
anderem eine schonendere Behandlung von Kristallen und insbesondere Proteinkristallen und die einfachere 
und/oder effizientere Herstellung von komplexierten Kristallen und insbesondere Proteinkristallen sowie die 
einfache Herstellung von bisher nur schwer oder uberhaupt nicht herstellbaren komplexierten Kristallen und 
insbesondere Proteinkristallen erlauben. 

[0008] Diese Aufgabe wird durch eine Vorrichtung zum Behandeln eines Kristalls mit einer Flussigkeit mit ei- 
ner Halterung zur Befestigung des Kristalls und einem Mikrodosiersystem gelost, das im Verhaltnis zur Halte- 
rung so angeordnet ist, dafi damit Mikro-Tropfen einer Flussigkeit, die bspw. Losungsmittel und mindestens 
einen Ligandentyp aufweist, auf den in der Halterung befestigten Kristall aufgebracht werden konnen. 

[0009] Durch das Auftropfen von Mikro-Tropfen mit der erfindungsgemalien Vorrichtung lafM sich eine we- 
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sentlich schonendere Behandlung von Kristallen und insbesondere Proteinkristallen mit bestimmten aufzubrin- 
genden Substanzen, die in einer Losung enthalten sind, erreichen. Diese Substanzen konnen bei Proteinkris- 
tallen Liganden, bspw. Inhibitoren, Substrate oder Reaktanden, sein. Bei den Liganden wird es sich bei Prote- 
inkristallen typischerweise um Agonisten, Substrate oder Antagonisten der kristallisierten Proteine handeln. 

[0010] Gemaft einer besonders vorteilhaften Ausgestaltung ist bei der erfindungsgemaften Vorrichtung zum 
Behandeln eines Kristalls mit mindestens einer Substanz die Kristallhalterung so ausgebildet, daft durch die 
Halterung ein Gasstrom gefuhrt werden kann, derauf den in der Halterung befestigten Kristall gerichtet ist. Da- 
durch kann der Kristall wahrend der Behandlung durch die Mikro-Tropfen in einer definierten Umgebung ge- 
halten werden. 

[0011 ] Falls es sich bei dem Kristall um einen Proteinkristall handelt und die Substanz in der aufzutropfenden 
Flussigkeit aus geiosten Liganden, bspw. Inhibitoren, besteht, die in die Kristallstruktur des Proteinkristalls ein- 
gebracht werden sollen, so kann dem Gasstrom auch gemaft einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform ein 
Losungsvermittler (s. obige Ausfuhrungen) beigemischt werden, der insbesondere bei schwerloslichen Ligan- 
den die Diffusion durch den Proteinkristall bzw. die Bindung an die kristallisierten Proteine wesentlich erleich- 
tern kann. 

[0012] Es ist ferner besonders vorteilhaft, daft die erfindungsgemafte Vorrichtung auch auf einem Goniome- 
terkopf im Rontgenstrahl oder in einem Synchrotron befestigt werden kann, so daft der zeitliche Ablauf der Ver- 
anderung der kristallisierten Proteinstruktur, z.B. infolge der Ligandenbindung wahrend des Auftropfens der 
Mikro-Tropfen, im Meftgerat beobachtet werden kann. 

[0013] Die.Aufgabe der Erfindung wird ferner durch ein Verfahren zum Behandeln eines Kristalls mit einer 
Flussigkeit geldst, bei dem der Kristall befestigt wird und bei dem dann Mikro-Tropfen der Flussigkeit, enthal- 
tend eine Losung und mindestens Liganden einer Art, auf den Kristall aufgebracht werden. 

[0014] Weitere vorteilhafte Ausfuhrungen der erfindungsgemaften Vorrichtung und des erfindungsgemaften 
Verfahrens ergeben sich aus den abhangigen Anspruchen. 

Ausfuhrungsbeispiel 

[0015] Bevorzugte Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung werden nachfolgend unter Bezug auf die 
beiliegende Zeichnung naher erlautert. Es zeigen 

[0016] Fig. 1 eine teilweise im Schnitt dargestellte Ansicht einer Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaften 
Vorrichtung zum Behandeln eines Kristalls mit einer Losung, 

[0017] Fig. 2 ein Gehause eines Steuergerats zur Steuerung eines bei einer Ausfuhrungsform der erfin- 
dungsgemaften Vorrichtung verwendeten Mikrodosiersystems, 

[0018] Fig. 3 zeigt ein Fliissigkeitszufuhrsystem fur ein Mikrodosiersystem, das bei einer Ausfuhrungsform 
der erfindungsgemaften Vorrichtung verwendet werden kann. 

[0019] Die Erfindung wird im folgenden am Beispiel der Behandlung von Proteinkristallen beschrieben, sie 
kann aber auch in analoger Weise bei der Behandlung von anderen Kristallen eingesetzt werden. 

[0020] Fig. 1 zeigt eine erste Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaften Vorrichtung zum Behandeln eines 
Kristalls. Dabei ist links in der Fig. 1 eine Halterung 1 dargestellt, die dazu dient, einen Proteinkristall 2 zu be- 
festigen. Die in der Fig. 1 dargestellte Halterung, die in ihrer generischen Art auch als Jree mounting system" 
bezeichnet wird, ist bereits aus dem Stand der Technik bekannt und z.B. in der Deutschen Patentschrift DE 
198 42 797 C1 beschrieben worden. Diese Druckschrift wird insoweit vollumfanglich in die Offenbarung der 
vorliegenden Anmeldung einbezogen. 

[0021] Die Halterung 1, die in der Fig. 1 in einer Schnittansicht von der Seite dargestellt ist, besteht im we- 
sentlichen aus einem Tragerblock 3, der ein einschiebbares Einsatzteil 4 aufweist, das in eine Offnung des Tra- 
gerblocks 3 eingeschoben werden kann. Am Einsatzteil ist eine Haltekapillare 5 angebracht, an deren freiem 
Auflageende der Proteinkristall 2 gehalten wird. Die Haltekapillare besteht vorzugsweise aus einer Mikropipet- 
te, in der Liber eine in der Fig. 1 nicht dargestellte und mit dem anderen Ende der Mikropipette verbundene 
Pumpvorrichtung ein Unterdruck erzeugt wird, der dazu dient, den Proteinkristall 2 an dem freien Auflageende 
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zu halten. Das linke Ende 8 des Einsatzteils ist so ausgebildet, daft daran die Halterung 1 an einem Goniome- 
terkopf einer Rontgen- Oder Synchrotronbestrahlungsanlage befestigt werden kann. 

[0022] in einer Rontgen- oder Synchrotronbestrahlungsanlage kann die Beugung von Rontgenstrahlen beim 
Durchgang durch das Kristallgitter des Proteinkristalls ausgenutzt werden, urn aus dem Beugungsbild auf die 
raumliche Anordnung der Atome und Molekule in dem kristallisierten Protein zu schlieden bzw. die Struktur 
durch mathematische Operationen zu errechnen. Die erforderlichen Rontgenstrahlen konnen z.B. durch Be- 
schud von Kupfer oderanderen Materialien mit Elektronen erzeugt werden (bspw. CuKa-Strahlung). Alternativ 
kann die Rontgenstrahlung auch in einem Synchrotron, d.h. einem Teilchenbeschleuniger, erzeugt werden, bei 
dem die Rontgenstrahlung von auf Kreisbahnen beschleunigten Elektronen emittiert wird. Das Synchrotron be- 
sitzt trotz des groderen apparativen Aufwands eine Reihe von Vorteilen gegenuber der herkomrnlichen Erzeu- 
gung von Rontgenstrahlung durch Elektronenbeschud von Metallen. So besitzen die durch Synchrotrone er- 
zeugten Rontgenstrahlen eine hohere Intensitat und konnen in verschiedenen Wellenlangen gewahlt werden. 
Auch besteht auf diese Weise die Moglichkeit, „weides" Rontgenlicht einzusetzen und damit den Kristall mit 
Rontgenblitzen, die Rontgenstrahlen aller Wellenlangen aufweisen, zu beschieden. 

[0023] Dariiber hinaus lassen sich die Messungen mit dem Synchrotron wesentlich schneller als mit her- 
kommlichen Rontgenbestrahlungsanlagen durchfuhren. 

[0024] In die Halterung 1 ist ferner ein Gaskanal 6 integriert, dessen Mundungsende 7 auf das freie Auflage- 
ende der Haltekapillare 5 gerichtet ist, an dem der Proteinkristall 2 befestigt ist. Dabei wird der am Auflageende 
angebrachte Proteinkristall 2 vollstandig vom Gasstrom aus dem Gaskanal 6 umschlossen, so dad eine defi- 
nierte Gasatmosphare urn den Proteinkristall herum erzeugt werden kann. Der Gaskanal 6 ist an seinem in der 
Fig. 1 als offen dargestellten Ende mit einem Gaserzeugungsmittel und einem Gasmischmittel verbunden, mit 
dem die Zusammensetzung des Gasstroms variabel eingestellt werden kann. Falls das urn den Proteinkristall 
herum befindliche Gas Luft ist, kann das Gasmischmittel z.B. dazu dienen, die Luftfeuchtigkeit auf einen vor- 
herbestimmten optimalen Wert einzuregeln. Es kann dariiber hinaus auch ein Temperatureinstellmittel vorge- 
sehen sein, mit dem die Temperatur des Gasstroms gemessen und auf einen bestimmten vorgebbaren Wert 
eingeregelt werden kann. Auch konnen andere gasformige Substanzen dem Gasstrom beigemischt werden, 
so dass bspw. der Stickstoff- oder Sauerstoffgehalt der Luft modifiziert, bspw. erhoht, werden kann. 

[0025] In der Deutschen Patentanmeldung Nr. 10232172.8-52 mit dem Titel „Vorrichtung und Verfahren zur 
Erzeugung einer definierten Umgebung fur partikelfdrmige Proben" ist bereits eine Vorrichtung und ein Verfah- 
ren beschrieben, mit dem sich eine hochgenaue und langzeitstabile Feuchteeinstellung eines durch die oben 
beschhebene Halterung gefuhrten feuchten Gasstroms am Ort des partikelformigen Kristalls erreichen ladt. 
Diese Druckschrift wird daher insoweit ebenfalls vollumfanglich in die Offenbarung der vorliegenden Anmel- 
dung einbezogen. 

[0026] Uber dem Kristall ist ein Mikroskop mit Videosystem 10 angebracht, mit dem der Proteinkristall wah- 
rend der Behandlung mit der Substanz beobachtet werden kann. Ggf. kann infolge der Beobachtung uber das 
Videosystem der Behandlungsmodus modifiziert oder auch die Behandlung eingestellt werden. 

[0027] Die in der Fig. 1 dargestellte erfindungsgemade Vorrichtung zum Behandeln eines Kristalls mit einer 
Substanz umfadt dariiber hinaus ein Mikrodosiersystem 11, das rechts in der Fig. 1 in einer Seitenansicht im 
Schnitt dargestellt ist. 

[0028] Das Mikrodosiersystem 11 umfadt eine sogenannte Piezopipette 12, die in einem Stativ 15 gehalten 
wird und so auf den Proteinkristall 2 ausgerichtet ist, dad dieser mittels der Piezopipette mit Tropfen beschos- 
sen werden kann. Die Piezopipette ist in der Fig. 1 aus Griinden der Anschaulichkeit in einem vergroderten 
Madstab im Verhaltnis zur Halterung 1 dargestellt. Die Piezopipette ist so angeordnet, dad die Spitze der Pie- 
zopipette einen Abstand von typischerweise 3 mm zu dem Proteinkristall aufweist. Vorzugsweise liegt dieser 
Abstand in einem Bereich von 1 - 5 mm, kann jedoch unter besonderen Umstanden auch groder oder kleiner 
gewahlt werden. 

[0029] Die Piezopipette 12 besteht aus einer Giaskapillare 13, die z.B. aus Borosilicatglas bestehen kann. Die 
Durchmesser der Offnung der Giaskapillare ist einer der Faktoren, die die Grode der von der Piezopipette ab- 
gegebenen Mikro-Tropfen beeinflussen und kann z.B. in einem Bereich zwischen 5 und 50 Mikrometer liegen. 
Die Giaskapillare 13 ist von einem piezoelektrischen Element 14 umschlossen, das aus einem Material be- 
steht, das einen piezoelektrischen Effekt zeigt. Es kann sich bei diesem Material z.B. urn einen Piezokristall 
handein. Das piezoelektrische Element 14 ist dariiber hinaus uber zwei Kabel 16 mit einem Steuergerat 17 
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elektrisch verbunden, mit dem eine Spannung an das piezoelektrische Element 14 angelegt werden kann. Wird 
ein Spannungspuls durch das Steuergerat 17 an das piezoelektrische Element 14 angelegt, so wird das pie- 
zoelektrische Element 14 und mit diesem auch die Glaskapillare 13 kontrahiert und ein Tropfen aus der Off- 
nung der Piezopipette herausgeschossen. Uber das Steuergerat 17 konnen unterschiedlich geformte Span- 
nungspulse an die Piezopipette angelegt werden konnen, deren Formen die Form und GroBe der Mikro-Trop- 
fen und deren Frequenz die Frequenz der Mikro-Tropfen beeinflussen. 

[0030] In der Fig. 2 ist ein Gehause eines moglichen Steuergerats zur Steuerung der Piezopipette dargestellt, 
wobei die einzelnen Steuerungsmoglichkeiten anhand der in der Fig. 2 dargestellten Schalter und Steuerele- 
mente des Steuergerats erlautert werden sollen. Das Steuergerat weist zunachst drei verschiedene LCD-An- 
zeigen 20, 21 und 22 auf. Auf der ersten LCD-Anzeige 20 wird der aktuelle Wert fur den Spannungspegel der 
Impulsausgangsspannung fur das Piezopipettensteuersignal angezeigt. Dieser Wert lafit sich uber einen Dreh- 
regler 23 variabel einstellen. Auch die Impulsweite des Pipettenansteuersignals, die auf der zweiten LCD-An- 
zeige 21 in Mikrosekunden angezeigt wird, laftt sich mittels eines zweiten Drehreglers 24 einstellen. SchlieRlich 
ist ein dritter Drehregler 25 vorgesehen, urn die Frequenz der an die Piezopipette angelegten Spannungsim- 
pulse einzustellen, die auf der dritten LCD-Anzeige 22 angezeigt wird. Diese Frequenz, die bis zu einige kHz 
betragen kann (z.B. 2 kHz) entspricht der Frequenz, mit der die Mikro-Tropfen aus der Piezopipette auf den 
Kristall geschleudert werden. Der Einstellbereich der Frequenz kann z.B. in einem Bereich zwischen 1 Hz und 
6 kHz liegen. Die Hdhe der Impulsausgangsspannung und die Weite der Spannungsimpulse mussen zunachst 
so eingesteiit werden, dad es uberhaupt zu einer Tropfenerzeugung mit der Piezopipette kommt. Darauf wird 
die Frequenz gewahlt, die fur den jeweiligen Kristallbehandlungsprozeft ideal ist. Die Frequenz kann naturlich 
auch wahrend des Kristallbehandlungsprozesses laufend variiert werden. 

[0031] Das Steuergerat weist ferner zwei Eingange 26 auf, an denen die beiden Verbindungskabel der Pie- 
zopipette angeschlossen werden. Ferner sind ein Netzkabel 27 sowie ein Netzanschluft 28 zur Stromversor- 
gung des Steuergerats vorgesehen. Uber den weiteren Signaleingang 29 konnen von anderen elektrischen 
Geraten vorgegebene Spannungsimpulsfoigen angelegt werden, urn die Mikro-Tropfenerzeugung auszulosen 
und die Mikro-Tropfenfolge und -form von aulien zu steuern. Das kann z.B. sinnvoll sein, wenn es ein zentrales 
Steuergerat gibt, das sowohl die Tropfenerzeugung als auch andere Parameter der Kristailbehandlung wie den 
uber die Kristallhalterung zugefuhrten Gasstrom, die Zusammensetzung des Gasstroms (z.B. seinen Feuch- 
tegehalt), die Temperatur des Gasstroms, eine angeschlossene Rontgenbestrahlungsanlage etc. steuert und 
die verschiedenen Steuerungsparameter in einer vorherbestimmten Weise zueinander synchronisiert. 

[0032] Der Schalter 30 ist dazu vorgesehen, den Piezopipettenbetrieb ein- und auszuschalten. Uber den wei- 
teren Schalter 31 kann zwischen Einzelspannungsimpulsbetrieb und kontinuierlichem Spannungsimpulsbe- 
trieb umgeschaltet werden, d.h. zwischen Einzeltropfenerzeugung und kontinuierlicher Tropfenerzeugung. Fur 
die Einzeltropfenerzeugung kann ferner ein Taster 32 vorgesehen sein, uber den einzelne Spannungsimpulse 
an die Piezopipette angelegt werden konnen, wenn es gewunscht ist, einzelne Tropfen per Handbetrieb auf 
den Kristall zu schiefien. 

[0033] Der Schalter 33 dient schlieftlich dazu zwischen verschiedenen Impulsformen der an die Piezopipette 
12 angelegten Spannungsimpulse variieren zu konnen. In der Schalterstellung A kann z.B. ein vorgegebener 
Standard-Rechteckspannungsimpuls mit vorherbestimmter Dauer und Hohe erzeugt werden, wahrend in der 
Schalterstellung B ein Rechteckspannungsimpuls erzeugt werden kann, dessen Dauer und Hohe variabel ein- 
gesteiit werden kann. Es ist naturlich bei anderen Ausfuhrungen auch denkbar, daft Spannungsimpulse ange- 
legt werden, die von der Rechteckform abweichen. Die Impulsform der Spannungsimpulse wird nun so ge- 
wahlt, daft eine optimale Tropfenerzeugung in Hinblick auf den zu behandelnden Kristall gewahrleistet ist. 

[0034] Verschiedene Grofien der Mikro-Tropfen, die z.B. fur verschiedene Kristallgrofien geeignet sein kon- 
nen, konnen uber die Variation der Spannungspulsweiten und Spannungspulshohen eingesteiit werden, die 
die an die Piezopipette angelegten Spannungen aufweisen. 

[0035] Die Glaskapillare 13 der Piezopipette 12 ist typischerweise uber eine Zuleitung 18 mit einem in der 
Fig. 1 nicht dargestellten Vorratsgefaft verbunden, das die Losung enthalt, die auf den Proteinkristali getropft 
werden soil. Diese Losung enthalt die Substanz Oder die Substanzen, mit der bzw. denen der Proteinkristali 
behandelt werden soli. Die Oberkante des Flussigkeitsspiegels der sich im Vorratsgefaft befindenden Flussig- 
keit sollte dabei etwas hoher als die Unterkante der Pipettenduse eingesteiit werden. Alternate dazu kann die 
Flussigkeit bei einer Ausfuhrungsform ohne Vorratsgefafc aber auch direkt uber die Auslafcoffnung der Piezo- 
pipette in die Piezopipette gesaugt werden, urn sie dann spater wieder abgeben zu konnen. Es kann auch eine 
Temperiervorrichtung urn das Vorratsgefali herum angeordnet sein, urn die in dem Vorratsgefafc sich befinden- 
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de Flussigkeit auf eine gewunschte Temperatur zu bringen. Gemaft einer Ausfuhrungsform kann vor dem Auf- 
bringen der Losung auf den Kristall der pH-Wert und/oder die lonenstarke (bzw. spezifische Salzkonzentratio- 
nen) der Losung gemaft den im Stand der Technik bekannten Verfahren auf einen gewunschten Wert einge- 
stellt werden. 

[0036] Unter Mikro-Tropfen im Sinne der vorliegenden Erfindung sollen Tropfen zu verstehen sein, deren Vo- 
lumen kleiner als 1 nl ist, wobei das Volumen der Mikro-Tropfen vorzugsweise zwischen 1 nl (nanoliter) und 1 
pi (picoliter), noch weiter bevorzugt zwischen 100 pi und 20 pi und noch starker bevorzugt zwischen 20 pi und 
4 pi liegt. Aus diesen Groften lassen sich uber die Volumensformel die entsprechenden geeigneten Durchmes- 
ser der Tropfen errechnen, wenn man naherungsweise davon ausgeht, dad die Tropfen kugelformig sind. Die 
gewunschte TropfengroBe kann erfindungsgemaft eingestellt werden. 

[0037] Die Mikro-Tropfen der auf den Kristall aufzubringenden Flussigkeit sind dabei vorzugsweise kielner als 
das Volumen des Kristalls ist. Ein typisches Kristallvolumen kann dabei z.B. in einer Groftendrdnung von 1 nl 
liegen. 

[0038] Das Volumen der im speziellen Fall verwendeten Mikro-Tropfen wird in Abhangigkeit vom Volumen 
des Kristalls gewahlt. Dabei betragen die Volumen der Mikrotropfen weniger als 50 %, z.B. 1 bis 20 %, des 
Kristallvolumens und vorzugsweise von 1 , starker bevorzugt von 5 bis 10 % des Kristallvolumens. 

[0039] Die Tropfenerzeugung mittels einer Piezopipette ist nur ein Beispiel fur eine Mikrodosiervorrichtung. 
Es konnen auch andere Vorrichtungen verwendet werden, die in der Lage sind, Mikro-Tropfen zu erzeugen. 

[0040] So kann z.B. auch ein Mikrodosiersystem verwendet werden, das eine Kapillare und ein in der Kapil- 
lare angeordnetes Mikroventil umfaftt. Dabei wird die Flussigkeit unter Druck aus einem Vorratsgefaft auf das 
Mikroventil gepreftt, das von einem Steuergerat elektrisch innerhalb eines kurzen Zeitintervalls geoffnet und 
danach wieder geschlossen wird, urn die Tropfen zu erzeugen. Die Begrenzung der Tropfengrofte ergibt sich 
hier durch die noch steuerbare Offnungsdauer des Ventils. 

[0041] Als Mikrodosiersystem kann bei einer anderen Ausfuhrungsform auch ein Zerstauber dienen. Ein Zer- 
stauber hat allerdings gegenuber den oben beschriebenen Losungen den Nachteil, daft das Ausrichten der 
Tropfen auf den Kristall schwieriger ist. Daher wird vorteilhafterWeise dem Zerstauber ein Mittel nachgeordnet, 
das die Orientierung der aus dem Zerstauber erhaltenen Mikro-Tropfen auf den Kristall sicherstellt. 

[0042] Es ist gemaft einer weiteren Ausfuhrungsform der erfindungsgemaften Vorrichtung auch denkbar, daft 
die Mikrodosier-Vorrichtung aus einem „Loop M , bspw. einer Schlaufe, besteht, mit dem einzelne Tropfen (oder 
nur ein Tropfen) auf den Kristall durch bspw. Abschutteln Oder Abtropfenlassen von dem „Loop" aufgebracht 
werden. Es muft allerdings bei dieser Losung der erfindungsgemaften Aufgabe sichergestellt sein, daft die auf- 
gebrachten Tropfenvolumina klein genug fur die Proteinkristalle (im Sinn der voranstehend offenbarten Volu- 
menverhaltnisse von Kristall zu Tropfen) sind. 

[0043] Auch alle weiteren technischen Moglichkeiten, Mikro-Tropfen entsprechender Grofte zu erzeugen, 
sind Losungen im Sinne der vorliegenden Erfindung. 

[0044] Bei einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften Verfahrens wird ein Proteinkristall zunachst an 
dem freien Auflagenende der Haltekapillare 2 befestigt. Anstelle der Haltekapillare 2 kann auch ein sogenann- 
ter „Loop", also eine Art Schlaufe, verwendet werden, in dem der Proteinkristall befestigt ist. Der Proteinkristall 
ist dabei frei von jeglicher Oberflachenlosung und damit zuganglich fur Losungen, die von auften direkt mittels 
des Mikrodosiersystems aufgebracht werden konnen. Durch die Halterung 1 wird nun typischerweise eine 
Gasatmosphare urn den Proteinkristall 2 herum erzeugt, indem ein Gasstrom definierter Zusammensetzung 
und Temperatur durch den Gaskanal 6 der Halterung 1 gefuhrt wird. Bei dem beschriebenen Verfahren wird es 
sich typischerweise um einen Luftstrom, ggf. unter Beimischung anderer gasformiger Substanzen, mit einem 
geregelten Feuchtigkeitsgehalt (d.h. Wassergehalt) und einer geregelten Temperatur handeln. 

[0045] In die Kristallstruktur des Proteinkristalls soil nun ein Inhibitor eingebracht werden, der Bestandteil ei- 
ner Substanz ist, die der Losung zugesetzt wurde, die sich in dem Vorratsgefali befindet, das mit der Piezopi- 
pette verbunden ist. Es hat sich durch Experimente gezeigt, daft lokal auf die Oberflache des Kristalls aufge- 
brachte Losungen (wie bspw. DMSO) mit hoher Inhibitor-Konzentration den Kristall in der Regel nicht schadi- 
gen. Nun werden durch das Steuergerat 17 elektrische Spannungspulse an die Piezopipette 12 angelegt und 
Mikro-Tropfen mit der Inhibitor-Losung auf den Proteinkristall 2 geschleudert. Durch das Aufspritzen einzeiner 
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Mikro-Tropfen bleibt der den Proteinkristali umstromende Gasstrom praktisch unbeeinfluftt, so dad der Prote- 
inkristall in seiner stabilen definierten Umgebung verbleibt. Die Erhaltung einer stabilen Umgebung ist insbe- 
sondere fur die relativ instabilen Proteinkristalle, die durch geringe Gitterkrafte zusammengehalten werden, 
wichtig, damit die Kristalle nicht zerstort werden, bevor sie z.B. einer rontgenkristallographischen Untersu- 
chung unterzogen werden. Die Feuchtigkeit des den Kristall umgebenden Luftstroms kann nun im Zusammen- 
spiel mit der Grofte und Frequenz der uber die Mikrodosiervorrichtung auf den Proteinkristali aufgebrachten 
Tropfen so eingestellt werden, daft der Kristall moglichst sein Volumen nur wenig andert, indem ein Gleichge- 
wichtzwischen Abdampfen von Flussigkeit vom Kristall und Zuwachs an Flussigkeit durch Auftropfen von Flus- 
sigkeit mittels der Mikrodosiervorrichtung erreicht wird. Dadurch wird der Kristall nur minimal belastet und es 
kann ein schonendes Einbringen des/der Liganden uber die lokal aufgetragenen Mikrotropfen erreicht werden. 
Dieser Vorgang der Einstellung der optimalen Luftfeuchtigkeit bzw. der optimalen Auftropffrequenz durch die 
Mikrodosiervorrichtung kann uber ein Regelelement automatisch geregelt werden, daft entsprechende Ande- 
rungen der Feuchtigkeit des Luftstroms und/oder der Auftropffrequenz vornimmt, wenn sich das gemessene 
Volumen des Kristalls andert. 

[0046] Wahrend des Kristalibehandlungsprozesses kann der Kristall gemaft einer bevorzugten Ausfiihrungs- 
form der Erfindung auch mit gepulstem Licht bestrahlt werden, z.B. uber ein Stroboskop, urn mittels des Vide- 
osystems in regelmaftigen Abstanden eine Vermessung des Volumens des Tropfens durchfuhren zu konnen. 

[0047] Gemaft einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung ist es auch denkbar, daft der Kristall, der sich 
in dem Gasstrom definierter Zusammensetzung befindet, von einer Losung umgeben ist, so daft die durch die 
Mikrodosiervorrichtung aufgebrachten Tropfen nicht direkt auf den Kristall, sondern in die den Kristall umge- 
bende Losung gegeben werden. 

[0048] Die erfindungsgemafte Vorrichtung bzw. das erfindungsgemafte Verfahren erweisen sich auch dann 
besonders vorteilhaft, wenn Liganden, bspw. Inhibitoren oder andere Stoffe, in einen Kristall eingebracht wer- 
den sollen, die selbst in einer waftrigen Losung nur schwer zu losen sind. Tatsachlich erweist sich eine Reihe 
von Liganden als in waftrigen Systemen ausgesprochen schwer loslich, so daft mit dem in der Beschreibungs- 
einleitung beschriebenen kiassischen n Soaking"-Verfahren diese Liganden/lnhibitoren nicht in den Kristall ein- 
gebracht werden konnen, da die Konzentration der Liganden/lnhibitoren in der waftrigen Losung zu gering ist. 
Wird nun mittels des Mikrodosiersystems eine waftrige Losung, in der diese Liganden und/oder Inhibitoren ge- 
Jdst sind, auf den Kristall aufgetropft, so verdunstet das Wasser nach jedem Auftropfen vollstandig, wahrend 
der Ligand auf bzw. im Kristall verbleibt. Durch wiederholte Auftropfzyklen konnen so groftere Mengen des 
(schwer loslichen) Liganden auf den Kristall aufgebracht werden. Der Ligand akkumuliert sich so allmahlich auf 
bzw. im Kristall, bis eine ausreichende Menge des Liganden in den Kristall eingebracht ist und eine zufriedens- 
tellende Ligand-Protein-Komplexbildung (also die Besetzung des Kristalls an den Bindungsstellen der kristal- 
lisierten Proteine ausreichend ist, eine Elektronendichte fur den Liganden zu bestimmen) erreicht ist. 

[0049] Der Vorteil bei diesem Verfahren liegt auch darin, dad die Proteinkristalle nicht mit einem weiteren L6- 
sungsmitte! versetzt werden mussen und so die Behandlung der empfindlichen Kristalle schonender wird. Au- 
fterdem besteht derart nicht die Gefahr, daft der Ligand aufgrund seiner geringen Loslichkeit auf dem Kristall 
bzw. in den Losungsmittelkanalen prazipitiert. Bei diesem Verfahren kann die Menge an durch das Mikrodo- 
siersystem aufzutropfender Losung durch die Konzentration der Losung sowie einer Abschatzung der Molaritat 
des Proteins im Kristall berechnet werden. Ein weiterer Vorteil des Verfahrens besteht darin, daft man mit Was- 
ser als dem einzigen Losungsmittel fur den Liganden im Vergleich zu anderen Losungsmitteln oder Flussigkei- 
ten besonders kleine Tropfengroften erzielen kann, was insbesondere bei kleinen Proteinkristallen wichtig ist, 
da erfindungsgemaft die Tropfengrofte kleiner als die Grofte des Kristalls sein sollte. 

[0050] Die erfindungsgemafte Vorrichtung zum Behandeln eines Kristalls mit einem Substrat kann auch in 
eine Rontgenbestrahlungsanlage oder Synchrotronbestrahlungsanlage integriert sein, so daft es moglich wird, 
wahrend der Behandlung des Proteinkristalls mit der Substanz Beugungsbilderdes Kristalls aufzunehmen und 
so den Behandlungsprozeft, d.h. die sukzessive Besetzung der Bindungsstellen des Kristalls, „online" zu beo- 
bachten. Hierzu kann die Halterung 1 z.B. an einem Goniometer einer Rontgen- oder Synchrotron-Bestrah- 
lungsanlage befestigt werden. Der Proteinkristali kann vor der rontgenkristallographischen Untersuchung auch 
eingefroren werden, was in der Regel unter Verwendung von flussigem Stickstoff erfolgt (sogenannte 
Cryo-Kristallographie). Hierdurch werden bei rontgenkristallographischen Untersuchungen die Intensitaten der 
Reflexe des Beugungsbildes ermittelt und schlieftlich unter Verwendung der Phaseninformation, z.B. aus iso- 
morpher Ersetzung oder MAD (^multiple anomalous scattering", die Elektronendichte der Struktur ermittelt wer- 
den. 
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[0051] Selbstverstandlich konnen auch andere physikaiische, insbesondere spektroskopische, Messungen 
mit Hilfe der erfindungsgemaBen Vorrichtung an dem Kristall durchgefuhrt werden. So kann die erfindungsge- 
maBe Vorrichtung z.B. auch mit einer Anlage zur Aufnahme einer Absorptionsspektrums kombiniert werden, 
urn das Absorptionsspektrum des Kristalls aufzunehmen. 

[0052] GernaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung kann auch oder nur dem durch die 
Halterung 1 gefuhrten Gasstrom ein Losungsvermittler beigefugt werden, der sich fur die in den Proteinkristall 
einzubringende Substanz eignet, also z.B. ein Losungsvermittler fur einen schwerloslichen Liganden. Hierzu 
kann zusatzlich ein Verdampfer vorgesehen sein, urn den Losungsvermittler vor der Einleitung in den Gaskanal 
9 der Halterung 1 zu verdampfen. Auch kann eine Vorrichtung vorgesehen sein, die dazu dient, die Konzent- 
ration des Losungsvermittlers im Gasstrom variabel einzustellen und den erforderlichen Bedingungen anzu- 
passen. So lallt sich eine im Gegensatz zum klassischen „Soaking"-ProzeB sehr schonende Zufuhr von Lo- 
sungsvermittler zu dem Proteinkristall erreichen. Wahrend der Zufuhr des den Losungsvermittler enthaltenden 
Gasstroms kann dann uber die Piezopipette die Ligandenlosung auf den Proteinkristall in Mikro-Tropfenform 
aufgebracht werden. Insgesamt ergibt sich also erfindungsgemaB die Moglichkeit nur der als Mikrotropfen auf- 
zubringenden Ligandenlosung Losungsvermittler oder nur dem zugefuhrten Gasstrom beizumischen . Ggf. 
konnen beide Alternativen auch kombiniert werden, so dass sowohl im Mikrotropfen als auch im Gasstrom der 
Losungsmittelvermittler (gleich oder verschieden) zugesetzt werden. 

[0053] Auf erfindungsgemaBe Weise lassen sich damit Liganden an den Kristall binden, die mit klassischen 
„Soaking"-Prozessen nicht gebunden werden konnen. Zudem ist ein solches erfindungsgemaBes Verfahren im 
Vergleich zu bisherigen „Soaking"-Prozessen mit geringerem Zeitaufwand verbunden, da wegen der schonen- 
deren Kristallbehandlung weniger Versuche unternommen werden mussen, urn die Kristallbehandlung erfolg- 
reich zum AbschluB zu bringen. 

[0054] Die erfindungsgemaBe Vorrichtung sowie das erfindungsgemaBe Verfahren eignen sich aber nicht nur 
zum Einbringen von Liganden in Proteinkristalle. Es konnen auch eine Reihe von anderen Behandlungsme- 
thoden mit anderen Losungen an Proteinkristallen auf die erfindungsgemalie Art durchgefuhrt werden. 

[0055] Auch kann die uber die Mikro-Tropfen mittels des Mikrodosiersystems aufgebrachte Losung mehrere 
verschiedene Substanzen enthalten, mit denen der Kristall behandelt werden soil. Es kann sich dabei zum Bei- 
spiel urn mehrere Liganden, bspum w. mehrere Substrate oder urn ein Substrat und urn einen katalytisch wir- 
kenden Liganden, handeln, die in einer Losung gelost sind, die mittels einer Piezopipette auf den Kristall auf- 
gebracht werden soil. 

[0056] GernaB einer weiteren Ausfuhrungsform kann die Piezopipette auch mit einem speziellen Flussigkeit- 
zufuhrsystem versehen sein, mit dem es moglich ist, die Zufuhr verschiedener Flussigkeiten in die Piezopipette 
zeitlich in gewunschter Weise zu steuern. In der Fig. 3 ist ein solches Flussigkeitszufuhrsystem darstellt. Das 
in der Fig. 3 dargestellte Flussigkeitszufuhrsystem umfaBt eine Prazessionsspritze 40, die aus einem Zylinder 
41 besteht, in dem ein uber einen (in der Fig. 3 nicht dargestellten) Motor angetriebener Kolben 42 hin- und 
herlaufen kann. Wenn der Kolben nach unten lauft, konnen verschiedene Flussigkeiten aus den Flussigkeits- 
behaltern 43, 44, 45 oder 46 in den Zylinder gesaugt werden, wenn eines der entsprechenden elektrisch an- 
steuerbaren Ventile 47, 48, 49 bzw. 50 geoffnet wird und zusatzlich das vor dem Zylinder liegende elektrisch 
steuerbare Ventil 51 geoffnet wird. Wird das Ventil 51 dann wieder geschlosseri, das am AuslaB des Zylinders 
liegende elektrisch steuerbare Ventil 52 geoffnet und der Kolben 42 nach oben getrieben, so kann die ange- 
saugte Flussigkeit uber die zur Piezopipette fuhrende Flussigkeitszufuhrleitung 53 zur Piezopipette gefuhrt 
werden, urn dann schlieBlich in Tropfenform auf den Kristall gegeben werden zu konnen. 

[0057] Die Behalter 45 und 46 konnen z.B. zwei verschiedene Losungen mit verschiedenen Liganden enthal- 
ten, die mit dem Protein des zu betropfenden Kristall einen Komplex bilden sollen. Die Behandlung des Kristalls 
kann dabei z.B. so erfolgen, daB zunachst die Losung 1 aus dem Behalter 45 und danach die Losung 2 aus 
dem Behalter 46 auf den Kristall aufgetropft wird. Zwischen den beiden Losungen kann eine Reinigungslosung 
durch die Leitungen gespult werden, die sich in dem Behalter 44 befindet. Der weitere Behalter 47 dient als 
Abfallbehalter, urn Flussigkeitsmengen aufzunehmen, die nicht mehr benotigt werden und aus dem Zufuhrsys- 
tem entfernt werden mussen. Durch geeignete zeitliche Ansteuerung der Ventile 47 - 52 und des Kolbens 42 
konnen nun der Piezopipette die gewunschten Losungen in der gewunschten Menge zugefuhrt werden. 

[0058] Ein weiteres Beispiel zur Anwendung eines erfindungsgemaBen Verfahrens ist das sogenannte 
„Back-Soaking", bei dem bestimmte an die Kristallstruktur des Proteins bereits gebundene Substanzen durch 
andere Substanzen ausgetauscht werden, es wird also ein Cokristall erneut mit dem Ziel einer Substitution „ge- 
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soakt". So kann z.B. ein Ligand durch einen anderen Liganden, der sich in der Losung befindet, die uber Mik- 
ro-Tropfen auf den Proteinkristall aufgebracht wird, ersetzt werden. 

[0059] Das erfindungsgemaRe Verfahren kann ferner auch dazu verwendet werden, in sehr schonender Wei- 
se sogenannte „Cryo-Puffer" auf einen Proteinkristall (komplexiert oder nichtkomplexiert) aufzubringen. Viele 
Proteinkristalle rnussen vorder rontgenkristallographischen Untersuchung aus Stabilitatsgrunden eingefroren 
werden, was, wie oben beschrieben, in der Regel unter Verwendung von flussigem Stickstoff durchgefuhrt 
wird. Die Cryo-Puffer werden wahrend des Einfrierprozesses verwendet, urn die Eisbildung zu verhindern, die 
zur Zerstorung des Proteinkristalls fuhren wiirde. Beispiele fur Cryo-Puffer sind Glycerin oder 2-Me- 
thyl-2,4-pentanediol (MPD). Die Cryo-Puffer konnen in das Vorratsgefaft der Piezopipette gefullt werden und 
dann in ahnlicher Weise wie die Ligandenlosung mit der Mikrodosiervorrichtung auf den Proteinkristall gespritzt 
werden. 

[0060] Gernaft einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung konnen auch mehrere Mikrodosiersysteme, 
z.B. mehrere Piezopipetten, verwendet werden, mit denen jeweils unterschiedliche oder auch identische Sub- 
stanzen (bspw. an zwei verschiedenen, lokal abgegrenzten Bereichen des Kristalls) auf den Kristall aufge- 
bracht werden. Eine solche Anordnung kann z.B. von Vorteil sein, wenn zwei verschiedene Liganden in eine 
Proteinkristallstruktur eingebracht werden sollen. Die Liganden werden dann in verschiedenen Losungen ge- 
lost, die in die beiden Flussigkeitsvorratsbehalter zweier Piezopipetten gegeben werden. Ober die beiden Pie- 
zopipetten werden dann die beiden Losungen mit den verschiedenen Liganden in Mikro-Tropfenform auf den 
Proteinkristall aufgebracht. Dabei konnen uber das mit einer Piezopipette jeweils verbundene Steuergerat, das 
die Tropfenerzeugung steuert, unterschiedliche Spannungsimpulse und Spannungspulsfolgen an die Piezopi- 
petten angelegt werden, urn so eine optimale Form und Frequenz der Mikro-Tropfen zu erreichen, die fur den 
jeweiligen Liganden ideal ist. 

[0061] Die Verwendung von zwei Mikrodosiersystemen, mit denen getrennt zwei verschiedene Substanzen 
aufgebracht werden, die erst auf dem Kristall zusammentreffen, ist insbesondere auch dann vorteilhaft, wenn 
das kristallisierte Protein Katalysatorfunktion fur die beiden Substanzen, die beide als Reaktanden im kristalii- 
sierten Protein gebunden werden, hat. Erfolgt das Aufspritzen der beiden Reaktanden separat durch zwei Mi- 
krodosiersysteme wahrend der Rontgenbestrahlung des Proteinkristalls, kann die Reaktion der Reaktanden 
unter katalytischem Einsatz der kristaliisierten Proteine verfolgt werden. Eine Voraussetzung fur eine derartige 
rontgenkristallographische Untersuchung ist naturlich die Stabiiitat des Kristalls, d.h., daft der Kristall seine 
Struktur nicht durch strukturelle Umlagerungen der kristaliisierten Proteine verlieren darf, da er dadurch auch 
sein Diffraktionsvermogen verlieren wiirde. 

[0062] Auch das sogenannte „Cryo-Soaking" laftt sich mit dem erfindungsgemafien Verfahren in besonders 
vorteilhafter Weise durchfiihren. Das „Cryo-Soaking" ist durch die Kombination aus Ligandenzugabe und 
gleichzeitigem Einfrieren eines Proteinkristalls gekennzeichnet. So konnen z.B. Ubergangszustande des Pro- 
teinkristalls eingefroren und dann rontgenkristallographisch untersucht vyerden. Auch hierzu kann ein System 
verwendet werden, das mit mehreren Mikrodosiersystemen arbeitet, wobei uber das eine Mikrodosiersystem 
z.B. der oben beschriebene Cryo-Puffer und uber das andere Mikrodosiersystem eine Losung in Mikro-Trop- 
fenform auf den Proteinkristall gegeben werden, die den in den Proteinkristall einzubringenden Liganden ent- 
halt. 

[0063] Eine weitere Anwendung ware etwa das Aufspritzen von Reaktanden, die in bestimmter Weise mit 
dem Proteinkristall reagieren. 

[0064] Es ist gemafi einer weiteren Ausfuhrungsform des erfmdungsgemafcen Verfahrens auch denkbar, dad 
dem durch die Halterung fur den Kristall gefuhrten Gasstrom gewisse Substanzen zugefugt werden, mit denen 
der Kristall behandelt werden soil. So konnte z.B. beim „Soaking" dem Gasstrom ein in die Proteinkristallstruk- 
tur einzubringender Ligand beigemengt werden, wahrend mit dem Mikrodosiersystem Losungsmittel fur diesen 
Liganden aufgetropft wird oder eine Losung aufgetropft, in der ein weiterer Ligand gelost ist, der gieichzeitig 
mit dem tiber den Gasstrom zugefuhrteh Liganden in die Kristallstruktur des Proteinkristalls eingebaut werden 
soli. Das Losungsmittel fur den Liganden kann naturlich zusatzlich auch uber den Gasstrom dem Kristall zu- 
gefuhrt werden. Hierzu kann ein Verdampfer eingesetzt werden, urn das Losungsmittel vorher in die Gasphase 
zu iiberfuhren. Auch ein Ligand, der uber den Gasstrom zugefuhrt werden soil, kann uber den Verdampfer dem 
Gasstrom zugefuhrt werden. Auch beim oben beschriebenen Cryo-Soaking kann z.B. uber den Gasstrom Lo- 
sungsmittel mit Ligand dem Proteinkristall zugefuhrt werden, wahrend uber das Mikrodosiersystem ein 
Cryo-Puffer auf den Mikrokristall aufgetropft wird. 
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[0065] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung kann ein erfindungsgemaftes Ver- 
fahren im Wege des Hochdurchsatzes auch zur Identifikation von Verbindungen genutzt werden, die Kompiex- 
bildungseigenschaften aufweisen. Hierzu sind erfindungsgemafte Verfahren geeignet, wobei ein Kristail, wie 
bspw. in der DE 198 42 797 C1 Oder in Fig. 1 gezeigt montiert wird und (a) ein potentieller Ligand nach einem 
erfindungsgemafcen Verfahren auf den Kristail aufgebracht wird, (b) in einem zeitlichen Abstand von variabler 
Lange Beugungsintensitaten gemessen werden, wobei mindestens eine Aufnahme, vorzugsweise 2 bis 10 
Aufnahmen, zu jedem Zeitpunkt aufgenommen werden, und (c) diese im zeitlichen Abstand gemessenen Beu- 
gungsintensitaten, die typischerweise verschiedene Akkumulierungszustande des potentiellen Liganden auf 
dem Kristail widerspiegeln, miteinander in ihrer zeitlichen Abfolge verglichen werden. Hierbei ist es besonders 
bevorzugt, wenn der Kristail in einer Orientierung wahrend aller Beugungsaufnahrnen verbleibt. Auf diesem 
Weg wird es erfindungsgemaft moglich mit nur einem Kristail und einzelnen Rontgenaufnahmen (ohne einen 
vollstandigen Datensatz aufnehmen zu mussen), die Komplexbildung nachzuweisen und damit die Testsub- 
stanz als Liganden oder als nicht-bindend zu identifizieren. Mit zunehmender Komplexbildung nimmt namlich 
die Korrelation zum vollig unbesetzten Ausgangszustand des Kristalls ab, weswegen (im zeitlichen Abstand 
wachsende) Intensitatsunterschiede des Reflexe die Komplexbildung indizieren. Ein derartiges Verfahren kann 
als Hochdurchsatzverfahren durchgefuhrt werden, da eine nichtbindende Substanz verworfen werden kann 
und mit einer anderen Substanz das Verfahren gemafi Schritten (a) bis (c) wiederholt werden kann. Innerhalb 
von wenigen Minuten kann erfindungsgemaB eine Testsubstanz als Ligand identifiziert oder als nichtbindend 
verworfen werden. 

[0066] Die vorliegende Erfindung wird durch die Fig. 4 und 5 naher erlautert: 

[0067] Fig. 4: Der kovalent gebundene Inhibitor sowie einzelne Aminosauren in der Umgebung des Aktiven 
Zentrums des Thrombins urn Ser195 sind als stick-Model! dargestellt. Sauerstoffatome sind rot, Schwefelato- 
me gelb, Stickstoffatome blau und Kohlenstoffatome grau dargestellt. Der Inhibitor ist zusatzlich von seiner 
2F 0 -F c -Elektronendichte (kontouriert bei 1a) uberlagert. Der Inhibitor ist in seiner Elektronendichte eindeutig 
definiert. 

[0068] In der experimentell bestimmten Elektronendichte ist deutlich die kovalente Bindung des PMSFs am 
Ser195 zu erkennen (Fig. 4), die sich von der des ursprunglich im Kristail gebundenen Benzamidins signifikant 
unterscheidet. Damit wurde der Beweis gefuhrt, daft der Ansatz des Auftropfens von Picoliter-Tropfen auf ei- 
nen Proteinkristall unter Verwendung des Free Mounting Systems funktioniert 

[0069] Fig. 5: Das Spaltprodukt Pro-He des Inhibitors Diprotin A sowie einzelne Aminosauren in der Umge- 
bung des Aktiven Zentrums der DPIV urn Ser630 sind als stick-Modell dargestellt. Sauerstoffatome sind rot, 
Stickstoffatome blau und Kohlenstoffatome grau dargestellt. Der Inhibitor sowie Ser630, das kovalent an den 
Inhibitor gekoppelt ist, ist zusatzlich von seiner 2F 0 -F c -Elektronendichte (kontouriert bei 1a) uberlagert. Der In- 
hibitor ist in seiner Elektronendichte eindeutig definiert (Fig. 5). 

[0070] Vom eingesetzten Tripeptid mit der Sequenz lle-Pro-lle ist das C-terminale Isoleucin abgespalten, 
wahrend das Dipeptid kovalent mit Ser630 weiterhin verknupft ist und nicht abgespalten wird. Insofern verhalt 
sich Diprotin A eher wie ein Suizid-Substrat und nicht wie ein Inhibitor. 

[0071] Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele naher beschrieben. 

Ausfuhrungsbeispiele 

1. Ausfuhrungsbeispiel 

Bindung von Phenylmethylsulfonyl-Flourid (PMSF)an humanes a-Thrombin 

[0072] Ein Thrombin-Kristall wurde bei der zuvor ermittelten Startfeuchte von 93 % mit einem M Loop" auf dem 
Free Mounting System montiert. Uberschussiger Reservoirpuffer wurde aus dem „Loop" vorsichtig unter dem 
Mikroskop mit einem Filterpapierstreifen entfernt. Die Stabilitat bzw. die Konstanz der Grofte des Kristalls wur- 
de mit Hilfe des Videosystems kontrolliert. 

[0073] Darauf wurde die Piezopipette mit einer 100 mM Losung von PMSF, einem Liganden (Inhibitor) von 
Thrombin, in Isopropanol befullt. Es wurde hier ehe hochkonzentrierte PMSF-Ldsung in einem organischen 
Losungsmittel verwendet. 
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[0074] Anschlieftend wurde der Kristall mit einzelnen Tropfen (.single shot" Modus) der Losung n beschos- 
sen". Das insgesamt aufgetropfte Volumen entsprach ungefahr dem Volumen des Kristalls, also ca. 300 pi. Bei 
der sehr hohen eingesetzten PMSF-Konzentration entspricht dies ca. einem 3-4-fachen molaren UberschuG 
des Inhibitors. Dabei wurde nach jedem Auftropfen die Projektion der Flache des Kristalls beobachtet und bis 
zurn nachsten Auftropfen so lang gewartet, bis die Flache wieder konstant blieb. Die einzelnen Parameter des 
Experiments sind Tabelle 1 zu entnehmen. 

Tabelle 1 



Startfeuchte (% r.h.] 


93 


GroBe der aufgebrachten Trop- 


ca. 30 


fen [pi] 






Anzahl der augebrachten Trop- 


10 


fen 




Spannung (VJ 


39,1 


Pulsweite [)is] 


450 



[0075] Nach Abschluli des Auftropfens wurde der Kristall mit PFPE-OI (Perfluoropolyether) benetzt und in 
flussigem Stickstoff schockgefroren. Der rontgenkristallographische Datensatz wurde auf einer rotierenden 
Kupferanode aufgenommen. Die Prozessierung der Daten erfolgte mit den Programmen XDS und XSCALE, 
Verfeinerung und manueller Modellbau wurden mit den Programmen CNX und O durchgefuhrt. Die Statistiken 
von Datensammlung, Prozessierung und Verfeinerung sind in Tabelle 2 angegeben. Trotz des Auftropfens des 
reinen Losungsmittels wurde die Diffraktionsqualitat des Kristalls nicht beeintrachtigt, wie insbesondere an- 



hand des Wertes von R meas zu erkennen ist. 



Tabelle 2 



Inhibitor 
Strahlungsquelle 
WeUenlange [A] 
Detektor 
Tempera tur [KJ 
Raumgruppe 
Zellparameter: 
a * b ^ c [A] 
a = y = 90°; p 

n 

Auflosung [A] 



PMSF 
Rotter ende Kupferanode 
1,5418 
MAR Imageplate 
100 
C2 

70,8; 72,8; 72,7 
99,77 

2,57 
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Unabhangige 



10892 



Reflexe 



I/a 



7,3 (2,9) 




91,7 (94,5) 



11,8(40,4) 



19,8 



Rf rec 2 [%] 



26,4 




[0076] Eine graphische Darstellung der Ergebnisse der rontgenkristallographischen Untersuchung ist Fig. 4 
zu entnehmen. 



[0077] Die Kristalle der DPIV zeigen im nativen Zustand ein nur sehr eingeschranktes Streuverhalten. Erst 
durch Feuchte-Optimierung mitdem „Free Mounting System" lasst sich die erreichbare Auflosung der Kristalle 
aber entscheidend verbessern. Im optimierten Zustand bei reduzierter Feuchte zeichnen sich die Kristalle zu- 
dem durch eine erhohte Stabilitat aus und sind somit besser fur „Soaking"-Experimente durch das Auftropfen 
geeignet. 

[0078] Im vorliegenden Experiment wurde ein Kristall der DPIV bei der zuvor bestimmten Startfeuchte von 97 
% mit dem „Free Mounting System" montiert Zur Optimierung wurde die Feuchte in einem Gradient von 0,5 
% Feuchteanderung pro 60 s auf 89 % r.h. abgesenkt. Die Transformation des Kristalis, die durch eine deutli- 
che Verbesserung der Auflosung gekennzeichnet ist, beginnt bereits bei 94 % r.h. und erreicht bei 89 % r.h. ihr 
Maximum. Wahrend des Auftropfens wurde daher die Feuchte konstant gehalten. 

[0079] Als Ligand wurde eine Inhibitor-Losung von wassriger Diprotin A Losung (50 mM) verwendet. Bei Ver- 
wendung einer wassrigen Losung sind im Vergleich zu organischen Losungsmitteln kleinere Tropfengroften zu 
erreichen, wodurch der Kristall noch schonender behandelt wird. Wahrend des Auftropfens der Losung wurde 
permanent die Flache des Kristalles beobachtet und erst dann der nachste Tropfen aufgetragen, wenn die Fla- 
che sich nicht mehranderte. Die Gesamt-Menge an aufgetropften Inhibitor entspricht einem ca. 10-fachen mo- 
jaren Uberschuft. Die einzelnen Parameter des Experiments sind Tabeile 3 zu entnehmen. 



2. Ausfuhrungsbeispiel 



Bindung von Diprotin A an Dipeptidyl-Peptidase IV (DPIV) aus Schwein 
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Tabelle 3 



OUtlllCUdllC i. 11. J 


97 


Feuchte-Gradient 


/O/ ous 


Optimum der Feuchte [%] 


89 


GroBe der aufgebrachten Trop- 


ca. 5-10 


ten (plj 




Anzahl der aufgebrachten Trop- 


80 


fen 




Spannung [VJ 


39,2 


Pulsweite [p.s] 


10 



[0080J Nach Beendigung des Auftropfen wurde der Kristall unter Verwendung von PFPE-OI (Perfluoropolye- 
ther) als Cryo-Protectant in flussigem Stickstoff eingefroren. Die anschlieflende rontgenkristallographische Da- 
tensatzaufnahrne erfolgte auf einer rotierende Kupferanode. Prozessiert wurden die Daten mit den Program- 
men XDS und XSCALE, Verfeinerung und manueller Modellbauwurden mit den Programmen CNX und O 
durchgefuhrt. Die Statistiken von Datensammlung, Prozessierung und Verfeinerung sind in Tabelle 4 angege- 
ben. 
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Tabelle 4 



Inhibitor 


Diprotin A 


Strahlungsquelle 


Rorierende Kupferanode 


WeUenlange [A] 


l,541o 


Detektor 


MAK lmageplate 


Temperatur [K] 


1 Art 


iva uiiigrup pc 


PI 


Z-< WU IJ <*-». «A lit LV- J. • 




1 r 1 l 

a * b * c [A] 


1 1 ft c;. 1 ^ 1 
0Z,J; i 1o,j, i 


a*P*Y P] 


112,7; 94,9; 90,9 


Auflosung [A] 


2,59 


Unabhangige 


103898 


Reflexe 




I/a 1 


14,0 (4,1) 


Vollstandigkeit 1 

[%] 


93,5 (89,4) 


KJ' 2 [%] 


6,1 (28,0) 


^ [%] 


22,6 


Rf J (%] 


27,5 



[0081] Die Ergebnisse der rontgenkristallographischen Untersuchung sind in Fig. 5 dargestellt. Mit diesem 
Ausfuhrungsbeispiel wird das grofte Potential erfindungsgemafter Verfahren unter Verwendung von Microdo- 
siersystemen (und Free Mounting) deutlich, da hier parallel ein Kristall optimiert und durch das Auftropfen ein 
Inhibitor gebunden werden konnte. 

3. Ausfuhrungsbeispiel 

Bindung von Pefabloc an humanes a-Thrombin durch langsames Akkumulieren 

[0082] Eine weitere Moglichkeit, insbesondere schwerlosliche Liganden (Inhibitoren) an kristallisierte Protei- 
ne zu binden, besteht im langsamen Akkumulieren des Inhibitors, der im wassrigen System gelost ist. Beim 
klassischen „Soaking" ist man stets darauf angewiesen, daft die Konzentration des Inhibitors in der Losung 
nicht zu gering ist. Daher ist es haufig notwendig, dem Ansatz zur Erhohung der Loslichkeit Losungsmittel bei- 
zumischen, was die empfindlichen Proteinkristalle u.LL schadigt oder sogar zerstort. 

[0083] Mit einer erfindungsgemafien Vorrichtung bzw. bei Durchfiihrung eines erfindungsgemafien Verfah- 
rens wurde zur schonenderen Behandlung ganz auf Losungsmittel verzichtet, da sich der Inhibitor auch bei nur 
geringer Loslichkeit durch haufiges Auftropfen im Kristall akkumuliert, wodurch die Wahrscheinlichkeit der Bin- 
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dung wesentlich erhoht wird. Durch die Beobachtung des Kristalls mit dem Videosystem wurde gewahrleistet, 
daft der Kristall nicht zu stark befeuchtet wurde. Ein neuer Tropfen wurde erst dann aufgebracht, wenn der vor- 
herige Tropfen bereits verdunstet war. Aus den Angaben uber die Loslichkeit des jeweiligen Inhibitors, der 
Tropfengrofte und der Anzahl der Molekule im Kristall konnte sogar die Anzahl der aufzubringenden Tropfen 
berechnet werden. 

[0084] Als Inhibitor wurde Pefabloc SC (4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonyl-fluorid-hydrochlorid, K { : 6,5 pM) ver- 
wendet, der sich durch eine hohe Stabilitat im wassrigen System auszeichnet. 

[0085] Es wurde die Anzahl benotigter Tropfen fur eine Stochiometrie von Inhibitor zu Protein von 2: 1 errech- 
net unter folgenden Randbedingungen: bei einem Kristall-Volumen von 300 pi und einer Dichte des Kristalls 
von ca. 1 ,3 g/ml ergab sich fur die Masse des Kristalls = 390 ng. Unter Berucksichtigung des Molekulargewichts 
von Thrombin (ca. 40 kDa) ergab sich eine Konzentration des Thrombins im Kristall ca. 9,75 pmol/300pl bzw. 
32,5 mM. Da es das Ziel war, den Inhibitor im stochiometrischen Verhaltnis von 2:1 aufzubringen, urn eine mog- 
lichst hohe Besetzung zu erreichen, betrug die benotigte Menge des Inhibitors: 19,5 pmol (9,75 pmol * 2). 

[0086] Die Menge an aufzutropfender Inhibitor-Losung hangt von der Konzentration des Inhibitors ab und 
wurde experimentell fur drei Konzentrationen unter der Annahme einer Tropfengrofte von 1 0 pi, wie sie bei Ver- 
wendung von Wasser realisierbar ist, gewahlt, wie in Tabelle 5 dargestelit. Bei einer ublichen relativen Feuchte 
zwischen 90 und 100 % r.h. konnte regelmaftig 1 Tropfen pro secauf den Kristall aufgebracht werden. Die Fre- 
quenz wurde aber deutlich erhoht, wenn bei reduzierter Feuchte im Hullstrom, die zu einem Austrocknen der 
Kristalle fuhrt, der Verlust an Feuchtigkeit durch ein schnelleres Auftropfen ausgeglichen und somit die rel. 
Feuchte am Kristall konstant gehalten werden muftte. Dadurch wurde eine Frequenz von 20 Tropfen pro Se- 
kunde ermoglicht. Die sich daraus bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen ergebenden Zeiten sind eben- 
falls in Tabelle 5 dargestelit. 

Tabelle 5 



Inhibitor- 
Konzenttation 


Gesamtvolumen 
an aufzutropfen- 
der Losung [jtl] 


Anzahl der Tropfen 
(Tropfenvolumen 10 


Dauer des Experi- 
ments fli] bei 20 
Tropfen/ sec 


100 


0,195 


19.500 


0,3 


10 fiM 


1,95 


195.000 


2,7 


1 nM 


19,5 


1.950.000 


27,1 



[0087] Beim Experiment mit humanen a-Thrombin und dem Inhibitor Pefabloc unter Verwendung einer Kon- 
zentration von 100 pM wurden die folgenden, aus Tabelle 6 entnehmbaren experimentellen Parameter ge- 
wahlt. Durch die erhohte Frequenz beim Auftropfen wurde die reduzierte Feuchte wahrend des Experimentes 



ausgeglichen werden. 






Tabelle 6 


Startfeuchte [% r.h.] 


93 


Feuchte beim Auftropfen [% 


ca. 80 


r.h.] 




Inhibitor-Konz. [jiM] 


100 
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GroBe des Proteinkristalls [pi] 


250 


GroBe der aufzubringenden 


ca. 10 


Tropfen [pi] 




Frequenz [s" 1 ] 


10 


Anzahl der aufzubringenden 


17.000 


Tropfen 




Spannung [V] 


41,0 


Pulsweite [jis] 


450 



Patentanspruche 



1 . Vorrichtung zurn Behandeln eines Kristalls mit einer Flussigkeit mit einer Halterung zur Befestigung des 
Kristalls und mindestens einem Mikrodosiersystem, das im Verhaltnis zur Halterung so angeordnet ist, dafi da- 
mit Mikro-Tropfen der Flussigkeit auf den in der Halterung befestigten Kristali aufgebracht werden konnen. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, die daruber hinaus ein Mittel umfaftt, mit dem wahrend des Auftropfens 
der Flussigkeit urn den Kristali herum eine definierte Umgebung erzeugt werden kann. 

3. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 oder 2, bei der das Erzeugen der definierten Umgebung darin 
besteht, einen Gasstrom definierter Zusammensetzung urn den Kristali herum zu erzeugen. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1 und 3, bei der die Halterung daruber hinaus so ausgebildet ist, dafc durch 
die Halterung der Gasstrom so gefuhrt werden kann, dali er auf den in der Halterung befestigten Kristali ge- 
richtet ist. 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei der die Halterung aus einem Tragerblock 
fur eine Haltekapillare besteht, die ein freies Auflageende fur den Kristali besitzt. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, bei der die Haltekapillare aus einer Mikropipette besteht, in der sich ein 
Unterdruck erzeugen laftt, urn den Kristali zu halten. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspruche 5 oder 6, bei der der Tragerblock der Halterung einen integralen 
Gaskanal mit einem Mundungsende enthalt, das auf das Auflageende der Haltekapillare gerichtet ist. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 3 bis 7, die daruber hinaus ein Gasmischmittel aufweist, mit dem 
die Zusammensetzung des Gasstroms variabel eingestellt werden kann. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, bei der das Gas aus Luft mit einem bestimmten Feuchtigkeitsgehalt be- 
steht und das Gasmischmittel so ausgebildet ist, dad damit die Luftfeuchtigkeit eingestellt werden kann. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 3 bis 9, die daruber hinaus ein Losungsvermittlerbeigabemittel 
umfalM, mit dem dem Gasstrom ein Losungsvermittler fur eine in die Kristallstruktur des Kristalls einzubringen- 
de Substanz beigemischt werden kann. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, die daruber hinaus ein Konzentrationseinstellmittel zur Einstellung der 
Konzentration des Losungsvermittlers umfafit 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 3 bis 11, die daruber hinaus ein Temperatureinstellmittel um- 
faftt, mit dem die Temperatur des Gasstroms variabel eingestellt werden kann. 

13. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei der das Mikrodosiersystem so ausgebil- 
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det ist, daft es Mikro-Tropfen der auf den Kristall aufzubringenden Flussigkeit erzeugen kann, die ein Volumen 
aufweisen, das kleiner als das Volumen des Kristalls ist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, bei der das Mikrodosiersystem so ausgebildet ist, daft es Mikro-Tropfen 
erzeugen kann, deren Volumen zwischen 10 und 20 Prozent des Kristallvolumens und vorzugsweise zwischen 
5 und 10 Prozent des Kristallvolumens betragt. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 11 oder 12, bei der das Mikrodosiersystem so ausgebildet ist, 
daft es Mikro-Tropfen erzeugen kann, deren Volumen zwischen 1 nl und 100 pi, vorzugsweise zwischen 100 
pi und 20 pi und noch bevorzugt zwischen 20 pi und 4 pi liegt. 

16. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei der das Mikrodosiersystem daruber hin- 
aus ein Flussigkeitszufuhrsystem aufweist, mit dem verschiedene Flussigkeiten, die auf den Kristall aufgetropft 
werden sollen, in zeitlich gesteuerter Weise einem Tropfenerzeugungsteil des Mikrodosiersystems zugefuhrt 
werden konnen. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, bei der das Flussigkeitszufuhrsystem des Mikrodosiersystems umfaftt 
eine elektrisch ansteuerbare Prazessionsspritze und ein Leitungssystem umfa&t, mit dem die Prazessions- 
spritze uber elektrisch steuerbare Ventile mit verschiedenen Flussigkeitsvorratsbehaltem und mit dem Trop- 
fenerzeugungsteil des Mikrodosiersystems verbunden werden kann, urn diesem Flussigkeit fur die Tropfener- 
zeugung zuzufuhren. 

18. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei der das Mikrodosiersystem so ausgebil- 
det ist, daft es eine Piezopipette umfalM, die das Tropfenerzeugungsteil bildet. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, bei der die Piezopipette aus einer Kapillare besteht, die von einem pi- 
ezoelektrischen Element umschlossen ist. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 18 oder 19, bei der das Mikrodosiersystem daruber hinaus ein mit der Pi- 
ezopipette elektrisch verbundenes Steuergerat umfaftt, das so ausgebildet ist, da& damit unterschiedlich ge- 
formte Spannungspulse an die Piezopipette angelegt werden konnen, deren Formen die Form und Gro&e der 
Mikro-Tropfen und deren Frequenz die Frequenz der Mikro-Tropfen steuern. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 17, bei der das Mikrodosiersystem eine Kapillare und ein 
in der Kapillare angeordnetes Mikroventil urnfaftt. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, bei der das Mikrodosiersystem daruber hinaus ein Steuergerat zum 
Ein- und Ausschalten des Mikroventils umfalit, urn die Mikro-Tropfen zu erzeugen. 

23. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, die mehrere Mikrodosiersysteme umfafit, die 
im Verhaltnis zur Halterung so angeordnet sind, daft damit Mikro-Tropfen verschiedener Flussigkeiten auf den 
in der Halterung befestigten Kristall aufgebracht werden konnen. 

24. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei der die Halterung daruber hinaus so aus- 
gebildet ist, daft sie zur Befestigung eines Proteinkristalls geeignet ist. 

25. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei der die Flussigkeit aus einer Losung be- 
steht. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 21 , bei der in der Losung eine Substanz oder mehrere Substanzen gelost 
ist bzw. sind, die in die Struktur des Kristalls eingebracht werden soil bzw. sollen oder mit dieser reagieren soli 
bzw. sollen. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 26, bei der die Substanz bzw. die Substanzen aus einem oder mehreren 
Liganden oder Inhibitoren besteht bzw. bestehen. 

28. Vorrichtung nach Anspruch 26, bei der die Substanz bzw. die Substanzen einen oder mehrere Reak- 
tanden enthalt bzw. enthalten, der bzw. die mit dem oder im Proteinkristall reagieren soil bzw. sollen. 

29. Vorrichtung nach Anspruch 25, bei der die Losung aus Wasser besteht, in dem eine Substanz gelost 
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ist, die mit dem Proteinkristall wechselwirken soil. 

30. Vorrichtung nach Anspruch 29, bei der die Substanz aus einem Inhibitor oder Liganden besteht, der in 
Wasser nur schwer loslich ist. 

31 . Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei der die Flussigkeit einen Cryo-Puffer ent- 
halt 

32. Goniometerkopf mit einer Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche. 

33. Rontgenbestrahlungsanlage mit einer Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche. 

34. Synchrotronbestrahlungsanlage mit einer Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 32. 

35. Verfahren zum Behandeln eines Kristalls mit einer Flussigkeit mit den folgenden Schritten: 
es wird der Kristall befestigt und 

es werden Mikro-Tropfen der Flussigkeit auf den Kristall aufgebracht. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, bei dem daruber hinaus wahrend des Auftropfens der Mikro-Tropfen urn 
den Kristall herum eine definierte Umgebung erzeugt wird. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, bei dem das Erzeugen der definierten Umgebung das Erzeugen eines 
Gasstroms definierterZusammensetzung urn den Kristall herum umfaftt. 

38. Verfahren nach Anspruch 37, bei dem der Gasstrom aus einem Luftstrom mit kontrollierter Luftfeuch- 
tigkeit besteht. 

39. Verfahren nach Anspruch 37, bei dem der Gasstrom wahrend des Auftropfens geregelt wird. 

40. Verfahren nach einem der Anspruche 38 oder 39, bei dem die Luftfeuchtigkeit des Gasstroms und die 
Frequenz, mit der die Tropfen durch das Mikrodosiersystem auf den Kristall aufgetropft werden, wahrend des 
Auftropfens so aufeinander abgestimmt werden, daft der Kristall moglichst wenig belastet wird. 

4 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 37 bis 40, bei dem der Gasstrom einen Losungsvermittler in kon- 
trollierter Konzentration fur eine auf den Kristall aufzubringende Substanz umfafit. 

42. Verfahren nach einem der Anspruche 35 bis 41 , bei dem das Volumen der Mikro-Tropfen kleiner als 
das Volumen des Kristalls ist. 

43. Verfahren nach Anspruch 42, bei dem die Mikro-Tropfen der Losung ein Volumen zwischen 1 nl und 
100 pi, vorzugsweise zwischen 100 pi und 20 pi und noch bevorzugt zwischen 20 pi und 4 pi aufweisen. 

44. Verfahren nach einem der Anspruche 35 bis 43, bei dem der Kristall ein Proteinkristall ist. 

45. Verfahren nach einem der Anspruche 35 bis 44, bei dem die Flussigkeit aus einer Losung besteht. 

46. Verfahren nach Anspruch 45, bei dem die Losung eine oder mehrere Substanzen enthalt, die einen 
oder mehrere Liganden und/oder Inhibitoren enthalt bzw. enthalten. 

47. Verfahren nach Anspruch 45, bei der die Losung aus Wasser besteht, in dem eine Substanz enthalten 
ist, die mit dem Proteinkristall wechselwirken soli. 

48. Verfahren nach Anspruch 47, bei dem die Substanz aus einem Inhibitor oder Liganden besteht, der in 
Wasser nur schwer loslich ist. 

49. Verfahren nach Anspruch 35, bei dem die Flussigkeit aus einem Cryo-Puffex besteht. 

50. Verfahren nach einem der Anspruche 35 bis 49, bei dem der Gasstrom eine oder mehrere Substanzen 
enthalt, die einen oder mehrere Liganden und/oder Inhibitoren enthalt bzw. enthalten. 
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51. Verfahren zur Ermittlung einer proteinkristallographischen Struktur, ggf. eines Komplexes eines Prote- 
ins und einer Substanz, wobei die Verfahrensschritte nach einem der Anspruche 35-50 durchgefuhrt werden 
und daruber hinaus der Kristall mit Rontgenstrahlung oder Synchrotronstrahlung bestrahlt wird und das Beu- 
gungsbild des Kristalls aufgenommen wird. 

52. Verfahren nach Anspruch 51, bei dem die Bestrahlung wahrend der Behandlung des Kristalls mit der 
Fliissigkeit stattfindet. 

53. Verfahren nach einem der Anspruche 51 oder 52, bei dem daruber hinaus die Intensitaten der Reflexe 
des Beugungsbildes ermittelt werden. 

54. Verfahren nach einem der Anspruche 51 bis 53, bei dem daruber hinaus unter Verwendung der Pha- 
seninformation, z.B. aus isomorpher Ersetzung oder MAD (multiple anomalous scattering), die Elektronendich- 
te der Kristallstruktur ermittelt wird. 

55. Verfahren zur Identifikation von ein kristallisiertes Protein bindenden Liganden, bei dem (a) ein poten- 
tieller Ligand nach einem Verfahren nach einem der Anspruche 35 bis 50 auf den Kristall aufgebracht wird, (b) 
in einem zeitlichen Abstand von variabler Lange Beugungsintensitaten gemessen werden und (c) diese im zeit- 
lichen Abstand gemessenen Beugungsintensitaten entsprechend ihrer zeitlichen Abfolge miteinander vergli- 
chen werden. 



Es folgen 5 Blatt Zeichnungen 
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Anhangende Zeichnungen 
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